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論 文 内 容 要 旨
Giventheimmensesizeandcomplexityofeukaryoticgenomes,duplicationorchromosomalDNApresentsa
slgnifcantchalengeforthecel.Therefore,theinitiationofDNAreplicationmustbetightlyregulatedtoensure
stablemaintenanceofthegenome.Thisisachievedat丘rstbythestrictsequentialbindingofORC,Cdc6,Cdtland
Mcm2-7fbmingthepre-replicativecomplex(pre-RC)andtherebylicensingtheorigin.Asreplicationinitiates,
Mcm217ComplexesarereleasedfromtheorlglnSandmovealongwithoraheadofthereplicationforks,Possibly
functioningasDNAhelicases.Themajorityofworkinrecentyearshasfocusedonidentifyingtherelevantplayers
involvedinfbrmlngandactivatingpre-RCs,determlnlngtheorderinwhichtheyassociatewithorigins,and
characterizlngtheircelcycleregulation･However,Ourunderstandingofthemechanismofpre-RCassembly,and
howpre-RCpreparestheoriginDNAforinitiationremainlimited.Cdc6isoneoftheproteinsfunctionlngfor
thelicensing,andisreadilydestabilizedfromchromatinafterMcm2-7loadingandrebindstochromatinlaterin
Sphase･Thisdynamicloading-dissociation-reloadingbehaviorofCdc6createsawindowoftimewhenCdc6is
almostabsentorlooselyboundtochromatin.Inthisstudy,IfocusedonCdc6andanalyzedtheconsequencesof
deregulatingCdc6afterorlglnlicenslngatmolecularlevelinordertoelucidatethesignifcanceofitsregulation
duringthecourseofDNAreplicationusingXenopuseggextractcel-freesystem.
InordertodirectlyinvestigatetheconsequencesofderegulationofCdc6,Ipurifedrecombinantwild-typeGST-
Cdc6fromEscherichiacoliandaddedittoXenopuseggextractstocreateastateinwhichmoreCdc6proteinbinds
onchromatinforlongerperiodevenafterorlglnShavebeenlicensed.GiventhefactthatCdc6isapositiveregulator
orthecelcycle,ithasbeenpresumedthatanexcessofCdc6Wouldresultinoverreplicationorrereplication･
SurprlSlngly,thisstudyshowsthatpresenceofexcessCdc6inhibitedDNAreplicationindependentofcafeine-
sensitivecheckpointpathwaysinXenopuseggextracts,whenitsconcentrationwasafewtimeshigherthanthe
endogenouslevel.TheinhibitionbytheexcessCdc6OccurredafterchromatinbindingofCdc7andbeforeCdk2-
dependentstepsastheadditionofCdc6hardlyinfluencedfunctionalpre-RCformation,thechromatinbindingof
Cdk2,orDNAsynthesisafterreleasefrominhibitionofCdk2activityorelongationofnascentDNA･Thetreatment,
however,suppressedphosphoⅣlationofCdc7andCdc7-dependenthyperphosphorylationorMcm2-7subunits
onchromatin,especialyhyperphosphorylationofMcm4(Figure1).Remarkably,Cdc6itselfdoesnotdirectly
inhibitphosphorylationofrecombinantMcm214-6-7complexbyCdc7inpurifiedsystems,rathermodulates
phosporylationstatusofMcm2-70nchromatincontext.Takentogether,thisworksuggeststhatCdc60nchromatin
actsasamodulatorofCdc7-mediatedphosphorylationofMcm2-7andthusdestabilizationofCdc6fromchromatin
afterlicenslngisakeyeventinthecelcycleensuringPropertransitiontotheinitiationofDNAreplication.
InordertogainfurtherinsightsintoCdc6-mediatedregulation,Inextsoughttoanalyzethestructuralbasisfor
thei血ibitionofDNAreplicationbyCdc6.AgrowlngbodyorevidenceindicatesthatCdc6isphosphorylatedby
cyclin-dependentkinases(CDKs)andacetylatedbyahistoneacety1transferase(HAT),Gcn5,bywhichprogression
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FigureI.RegulationofDNAreplicationinitialationbyCdc6･
ofthecelcycleislikelytoberegulated.Giventhatthepost-transcriptionalmodi丘cationsofCdc6playcmcial
rolesincelcycleprogression,mutationsofthemodificationsitesinCdc6mightafectsuppressionofDNA
replicationinitiationcausedbytheadditionofrecombinantCdc6･Thus,Iconstmctedapaneloftruncatedand
mutatedproteinsofCdc6andinvestigatedtheirefectsonDNAreplicationinitiation･Theresultssuggestedthatthe
domainnecessarytosuppressDNAreplicationinitiationliesintheN-teminal卜186aminoacidsofCdc6.Further
analysessuggestedthatacetylationofCdc6onitsN-te-inusiscmcialf♭rpropertransitiontotheinitiationof
DNAreplication,andthatacetylationofCdc6priortooriginlicensingisdetrimentaltoDNAreplication.These
resultsrevealafinetuningofCdc6activitybeforeandafteroriginlicensingtherebyensuringastrictregulationof
DNAreplicationinitiation･
Finaly,Isoughttoanalyzethecross-talkbetweenCdc6andotherproteinsinteractingwithMcm4during
DNAreplicationandcameupwithaserendipitousdiscoveryregardingthechromatinbindingdynamicsofoneof
histonechaperones,facilitates-chromatin-transcription(FACT)complex,duringDNAreplication.Ineukaryotes,
FACTactsasahistonechaperonethatafectsnuclearDNAtransactionsinachromatincontext.Despitethatthe
involvementofFACTinDNAreplicationhasbeenreported,aclearunderstandingofitsbehaviorandbiochemical
functionduringDNAreplicationstilremainselusive.Inthisstudy,IfindthatFACThasatleasttwodistinct
chromatinbindingphases;1)arapidchromatinbindingindependentorDNAreplication,and2)asecondmodeof
chromatinbindinginitiatingafteroriginlicenslng･Intrigulngly,early-bindingFACTdissociatedfromchromatin
whenDNAreplicationwasblockedatlicensedstatebeforeoriginfiringbytheadditionofCdc6.Cdc61induced
removalofFACTwasblockedbyco-additionofgeminin,alicensinginhibitor,butnotbysuppressingtheactivity
ofDNApolymerases,CDKorCdc7.Furthermore,Chromatintransferexperimentsrevealedthatimpalrlngthelater
bindingorFACTseverelycompromisesDNAreplicationactivity.TheseresultssuggestthateventhoughFACThas
arapidchromatinbindingactivity,thebindingpatemofFACTonchromatinundergoesachangecoupledtoorigin
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licenslng,WhichmaycontributetotheestablishmentofitsfunctionallinktoDNAreplicationmachinery.
Themainachievementofthisresearchisthediscoveryofanovelregulatorymechanismoftheinitiationof
DNAreplicationsignifyingtheimportanceofastrictregulationofCdc6functionduringthecourseofDNA
replication.Furthermore,byusingCdc6asanoveltooltohaltDNAreplicationbefわreinitiation,thisstudy
uncoversthechromatinbindingdynamicsofFACTcomplexwhichhasbeenlong-proposedtohaveessential
functionduringDNAreplication.ThenextchalengeinthefuturewilbetodecipherhowthisregulationofDNA
replicationinitiationbyCdc6isovercomeduringtheprogressionofcarcinogenesiswhereinmanycasesCdc6is
overexpressed.
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審 査 結 果 の 要 旨
遺伝情報の複製と分配は生命の根本事象であり,DNA複製機構の解明は分子生物学における最重要課
題の1つである｡論文提出者LenaRaniKundu氏は,真核生物におけるDNA複製の分子機構を解明する
目的で,複製因子Cdc6の機能解析を行った｡アフリカツメガェルの卵抽出液を用いた試験管内DNA複
製反応に精製cdc6を過剰に加えた結果,複製反応が阻害されることを兄いだした｡次に,複製開始複
合体形成 (originlicensing)から複製伸長反応の開始 (originfiring)にいたるDNA複製反応のどの段階が,
精製cdc6の添加により阻害されるかを解析した｡その結果,Originlicensing反応以降かつCDKによる
Originfiring以前の反応が,精製cdc6の添加により阻害されることを明らかにした｡さらに0riginfiring
に必須なMcm2-7複合体のリン酸化について解析を行った結果,クロマチン上のCdc7によるMcm4の
リン酸化が阻害された｡以上の結果により,DNA複製の初期反応において,Originlicensing後にCdc6
が速やかに開始複合体から解離する事が,cdc7によるMcm2-7複合体のリン酸化と,その後のOrigin
firingに極めて重要であることが示された｡論文提出者は以上の内容を原著論文 (Kundu,et.al.,Nuclet'c
Act'dsResearch,2010,38:5409-18.)として発表している｡
次に試験管内複製反応の阻害活性に重要な,cdc6のドメインの解析を行い,アミノ末端 ドメインが,
阻害活性に重要であることを明らかにした｡このアミノ末端 ドメインはHAT(ヒストンアセチル化酵素)
によりアセチル化修飾を受けることがヒトHeLa細胞において報告されていたため,HAT阻害剤である
vpAの効果を検討した｡その結果vpA存在下では,精製cdc6の添加によって試験管内複製反応が阻害
されなくなった｡これは,Originlicensing後の複製開始複合体からのCdc6の速やかな解離に,Cdc6の
アセチル化が重要であることを示唆する結果である｡最後に論文提出者は,DNA複製反応に重要であり,
Mcm複合体の-リケース活性に必須であるヒストンシャペロンFACTについて,そのクロマチン結合の
制御機構を解析した｡その結果,複製伸長反応の開始 (orignfiring)後にFACTがクロマチン-結合す
ることがDNA複製に重要である可能性を明らかにし,原著論文 (Kundu,et.al.,BiochimBL'ophysActa,in
press)を発表した｡
以上の成果は,DNA複製反応におけるCdc6を介した制御機構の重要性を明らかにするとともに,
DNA複製機構の全体像を理解する上でも重要な視点を提供するものである｡
よって,本論文は博士 (薬学)の学位論文として合格と認める｡
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